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The Effects of Gorgonian Isis hippuris Extract on Liver 
Histopathology of Swiss Mice 
Valentine Yunia Sari1), Neni Susilaningsih2)
ABSTRACT
Background:  Gorgonian  Isis  hippuris contains  hippuristanol,  an  anti  cancer 
compound, but there has been no in vivo toxicity study. This study was aimed to 
know the effects of subchronic administration of gorgonian  Isis hippuris extract 
on the liver histopathology of Swiss mice.
Methods:  This  research  was  designed as  a  randomized  post  test  only  control 
group,  using  25  male  and  25  female  Swiss  mice  that  fulfilled  the  inclusion 
criteria. Experimental mice were treated by 3 levels ethanol extract of gorgonian 
Isis hippuris i.e. 0,15 mg (P1), 1,5 mg (P2) and 15 mg extract  (P3) per 0,5 g 
standard  pelleted  diet  daily.  Two  control  groups  consisted  of  mice  fed  the 
standard diet only (Cneg) and mice fed pelleted diet that contain ethanol (C0). 
After 3 months of extract administration, all mice were terminated and their liver 
were  processed  and  stained  by  hematoxylin  eosin.  Liver  histopathology  was 
examined using modified Knodell score.
Results: Liver samples of all groups showed low level of damage, histopathology 
index between 0,04-0,14. The highest median i.e. 0,095 (0,088; 0,103) in P2 and 
the  lowest  i.e.  0,060  (0,055;  0,085)  in  C0.  Kruskal-Wallis  test  showed  no 
significant  difference  between  liver  histopathology  index  of  experimental  and 
control groups (p=0,085).
Conclusion: Gorgonian Isis hippuris extract orally administered has no effect on 
the liver histopathology which indicates its safety for short to medium term oral 
use in mice.
Key Words: Gorgonian Isis hippuris, toxicity, liver histopathology.
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Pengaruh Pemberian Ekstrak Gorgonian Isis hippuris terhadap 
Gambaran Histopatologi Hepar Mencit Swiss
Valentine Yunia Sari1), Neni Susilaningsih2)
ABSTRAK
Latar  belakang: Gorgonian  Isis  hippuris mengandung  hippuristanol,  suatu 
senyawa  antikanker,  namun  belum  pernah  dilakukan  penelitian  mengenai  uji 
toksisitas  secara  in  vivo.  Penelitian  ini  bertujuan  untuk  mengetahui  pengaruh 
pemberian  ekstrak  gorgonian  Isis  hippuris selama  3  bulan  terhadap  gambaran 
histopatologi hepar mencit Swiss.
Metode: Penelitian  ini  adalah  suatu  randomized  post  test  only  control  group 
design dengan 25 ekor mencit Swiss jantan dan 25 ekor mencit Swiss betina yang 
memenuhi  kriteria  inklusi.  Mencit  kelompok  perlakuan  diberi  ekstrak  etanol 
gorgonian Isis hippuris dosis bertingkat yaitu P1 (0,15 mg), P2 (1,5 mg) dan P3 
(15  mg)  yang  dicampurkan  dalam  0,5  gram  pakan  standar  setiap  hari.  Dua 
kelompok digunakan sebagai kontrol yaitu mencit yang diberi pakan standar saja 
(C neg)  dan mencit  yang diberi  pakan yang  mengandung etanol  (C0).  Setelah 
perlakuan selama 3 bulan  semua mencit  diterminasi  dan dibuat  preparat  hepar 
dengan  pengecatan  hematoxylin  eosin.  Indeks  histopatologi  hepar  dinilai 
menggunakan modified Knodell Score.
Hasil: Seluruh  sampel  menunjukkan  kerusakan  ringan,  dengan  indeks 
histopatologi antara 0,04-0,14. Median tertinggi sebesar 0,095 (0,088; 0,103) pada 
P2 dan terendah 0,060 (0,055; 0,085) pada C0. Uji Kruskal-Wallis terbukti tidak 
ada perbedaan signifikan antara indeks histopatologi hepar kelompok perlakuan 
dan kontrol (p=0,085).
Kesimpulan: Pemberian  ekstrak  gorgonian  Isis  hippuris secara  oral  selama  3 
bulan tidak menimbulkan perbedaan yang bermakna pada gambaran histopatologi 
hepar mencit Swiss.
Kata kunci: Gorgonian Isis hippuris, toksisitas, gambaran histopatologi hepar
1)Mahasiswa Fakultas Kedokteran Universitas Diponegoro, Semarang
2)Staf Pengajar Bagian Histologi Fakultas Kedokteran Universitas Diponegoro, Semarang
PENDAHULUAN
Biota  laut  telah  dimanfaatkan  dalam  dunia  medis,  baik  dalam  bidang 
terapi,  prosedur  diagnostik  maupun  bioteknologi.1-6 Gorgonian  Isis  hippuris 
(karang pasifik) mengandung senyawa potensial yang dapat dimanfaatkan dalam 
bidang kedokteran.7-12 Hippuristanol adalah senyawa steroid dalam gorgonian Isis  
hippuris yang  berperan  sebagai  antitumor,  memiliki  aktivitas  antimultidrugs 
resistant yang  dapat  melawan  sel  kanker.10,11,13 Penelitian  tentang  hewan 
avertebrata  ini  terus  berkembang  sejalan  dengan  bahan  antikanker  lain  dalam 
melewati tahap-tahap penelitian praklinik maupun klinik.1-6 Meskipun demikian 
gorgonian  Isis hippuris juga bersifat  toksik. Hasil dari  suatu uji toksisitas akut 
ekstrak gorgonian Isis hippuris fraksi etil asetat secara terhadap nauplius Artemia 
salina  menunjukkan bahwa gorgonian  Isis hippuris bersifat toksik. Nilai LD-50 
Gorgonian Isis hippuris secara in vitro sebesar 16,98 ppm.7
Obat antikanker seringkali  digunakan dalam waktu yang relatif  panjang 
sehingga  perlu  dilakukan  uji  toksikologi  dengan  pemberian  dosis  berulang. 
Pemberian  dosis  berulang  suatu  senyawa  dalam  jangka  waktu  tertentu  dapat 
menunjukkan efek toksik yang munculnya lambat dan tak dapat terdeteksi pada 
uji toksisitas akut.14
Hepar  adalah  organ  yang  sangat  potensial  terhadap  kerusakan  akibat 
masuknya bahan kimia dalam tubuh.14-18 Selain karena hepar merupakan organ 
pertama setelah saluran cerna yang terpapar bahan kimia, hepar merupakan organ 
penting  dalam  proses  metabolisme  dan  detoksikasi.14-20 Sebagai  pusat 
metabolisme,  hepar  menerima  berbagai  zat  yang  diserap  dari  saluran  cerna, 
termasuk  zat  toksik  dalam frekuensi  dan  konsentrasi  yang  tinggi.15 Kerusakan 
yang  terjadi  pada  hepar  dipengaruhi  oleh  jenis  bahan,  mekanisme  kerja  serta 
lamanya  paparan.15,16 Penumpukan  bahan-bahan  toksik  dalam  hepar  dapat 
melukai hepar dan menyebabkan perubahan histopatologi.14-18,21 
Penelitian  ini  bertujuan  untuk  mengetahui  pengaruh  pemberian  ekstrak 
gorgonian  Isis  hippuris terhadap gambaran  histopatologi  hepar  mencit  Swiss. 
Hasil  penelitian  ini  diharapkan  dapat  memberikan  informasi  mengenai 
pengaruh  pemberian  ekstrak  gorgonian  Isis  hippuris berdasarkan  gambaran 
histopatologi  hepar  sehingga  dapat  menjadi  pertimbangan  dalam  pemanfaatan 
gorgonian  Isis  hippuris sebagai  antikanker  dan  juga  mengetahui  keamanan 
penggunaan gorgonian Isis hippuris.
METODE
Penelitian  ini  merupakan  penelitian  eksperimental  murni  dengan 
randomized post test only control group design yang dilakukan di Laboratorium 
Histologi Fakultas Kedokteran Universitas Diponegoro Semarang. Sampel berupa 
25 ekor mencit Swiss jantan dan 25 ekor betina yang diperoleh dari PAU (Pusat 
Antar  Universitas)  Universitas  Gajah  Mada  Yogyakarta.  Penelitian  ini 
menggunakan mencit jantan dan betina untuk menghindari bias akibat pengaruh 
hormon. Mencit dewasa usia 5-6 minggu, berat badan 20-25 gram dan observasi 7 
hari sebelum perlakuan tidak sakit. Mencit diaklimatisasi selama 7 hari lalu dibagi 
secara  acak  menjadi  5  kelompok  P1,  P2,  P3,  C0  dan  Cneg.  Masing-masing 
kelompok terdiri dari 5 ekor mencit jantan dan 5 ekor betina yang dikandangkan 
secara terpisah. Semua  kelompok diberi pakan standar dan minum  ad libitum. 
Setiap hari mencit kelompok P1, P2, P3 diberi pakan perlakuan berupa ekstrak 
etanol gorgonian Isis hippuris dengan dosis masing-masing 0,15 mg, 1,5 mg dan 
15 mg ekstrak yang telah dicampurkan dalam 0,5 gram pakan standar (Lampiran 
1).  Penentuan  dosis  berdasarkan  hasil  konversi  nilai  IC-50  ekstrak  etanol 
gorgonian  Isis hippuris terhadap sel kanker leukemia (8  μg/ml) yang kemudian 
diaplikasikan pada mencit  (Lampiran 2). Mencit  kelompok C0 diberi  0,5 gram 
pakan  standar  yang  telah  dicampur  etanol  dan  Cneg  hanya  diberikan  pakan 
standar. Perlakuan diberikan setelah mencit dipuasakan selama 1 jam. 
Setelah selesai masa perlakuan selama 3 bulan, semua mencit diterminasi 
dengan melakukan dislokasi leher, lalu hepar mencit diambil dan dibuat preparat 
dengan  pengecatan  Hematoxyllin  Eosin (Lampiran  3).  Preparat  kemudian 
diperiksa dengan menggunakan mikroskop perbesaran 400 x dalam 5 lapangan 
pandang. Data yang dikumpulkan berupa data primer indeks histopatologi hasil 
penilaian  gambaran  histopatologi  hepar  berdasarkan  kriteria  modified  Knodell  
Score (Lampiran  4). Data yang  diperoleh  diuji  normalitasnya  dengan Shapiro-
Wilk.  Hasil  menunjukkan data  berdistribusi  tidak  normal  sehingga dilanjutkan 
dengan uji statistik non parametrik Kruskal Wallis.
HASIL
Sampel penelitian mengalami pengurangan jumlah, akibat kematian 1 ekor 
mencit  kelompok  C0  dan  1  ekor  mencit  kelompok  Cneg  sebelum  dilakukan 
terminasi. Data deskriptif indeks histopatologi pada setiap kelompok tampak pada 
gambar 1 dan tabel 1. 
Gambar 1. Box Plot indeks histopatologi hepar mencit Swiss
Tabel 1. Analisis deskriptif indeks histopatologi hepar mencit Swiss
Kelompok N Median Persentil 25 Persentil 75 Minimum Maximum
C0 9 0,060 0,055 0,085 0,04 0,11
Cneg 9 0,080 0,070 0,080 0,06 0,11
P1 10 0,080 0,080 0,100 0,05 0,13
P2 10 0,095 0,088 0,103 0,05 0,11
P3 10 0,090 0,073 0,110 0,04 0,14
Uji Kruskal Wallis; p=0,085
Hasil  analisis dengan Kruskal Wallis  menunjukkan tidak ada perbedaan 
bermakna antar kelompok, p=0,085 (p>0,05).
PEMBAHASAN
Kematian  mencit  kelompok  kontrol  mungkin  disebabkan  karena  faktor 
lingkungan  seperti  masalah  higienitas  yang  merupakan  keterbatasan  dalam 
penelitian ini.
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Penelitian  ini  mendapatkan  hasil  bahwa  gorgonian  Isis  hippuris tidak 
menyebabkan  kerusakan  yang  berarti  pada  hepar  karena  gambaran 
mikroskopisnya  tidak  menunjukkan  perbedaan  bermakna  bila  dibanding 
kelompok  kontrol.  Kerusakan  yang  tampak  pada  semua  kelompok  memiliki 
indeks histopatologi antara 0,04-0,14. Kerusakan yang terjadi adalah degenerasi 
dan nekrosis yang tampak berupa perubahan inti menjadi piknotik, karioreksis dan 
kariolisis.14-18,21-24 Median tertinggi didapatkan pada kelompok P2 sebesar 0,095 
(0,088;  0,103)  dan terendah  pada  kelompok  C0  sebesar  0,060  (0,055;  0,085). 
Kerusakan  yang  terjadi  tidak  menunjukkan  adanya  dose  response  relationship 
sehingga kerusakan yang terjadi bukan akibat pemberian ekstrak gorgonian  Isis  
hippuris.16
Hepar  merupakan  organ  metabolisme  utama  sehingga  sangat  potensial 
mengalami kerusakan.14-20 Faktor eksogen seperti trauma fisik (kelembaban yang 
berlebihan, perubahan suhu), faktor kimiawi (toksin), dan faktor biologi (virus, 
bakteri) dapat menyebabkan kerusakan hepar disamping faktor endogen misalnya 
faktor  penuaan  yang  terjadi  secara  alami.24,25 Faktor-faktor  tersebut  di  atas 
mengakibatkan  terjadinya  hepatitis  reaktif  non  spesifik  yang  menyebabkan 
munculnya gambaran kerusakan hepar yang merata pada semua kelompok.26
Pemberian ekstrak gorgonian Isis hippuris dengan dosis bertingkat hingga 
100 kali nilai IC-50 sel kanker leukemia (IC-50 = 8  μg/ml) tidak menimbulkan 
kerusakan yang bermakna pada hepar. Pada penelitian pendahuluan mengenai uji 
toksisitas akut, didapatkan hasil bahwa gorgonian Isis hippuris termasuk dalam 
kategori  low toxic.27 Gorgonian Isis hippuris yang diberikan lewat oral selama 3 
bulan aman untuk hepar mencit.
SIMPULAN
Pemberian  ekstrak  gorgonian  Isis  hippuris per  oral  tidak  menimbulkan 
perbedaan yang bermakna pada gambaran histopatologi hepar mencit Swiss bila 
dibandingkan dengan kelompok kontrol.
SARAN
Sebaiknya dilakukan penelitian serupa dengan waktu yang lebih panjang, 
dengan dosis yang lebih tinggi dan organ target yang berbeda misalnya ginjal dan 
sistem hematopoetik.
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LAMPIRAN 1
PROSEDUR EKSTRAKSI GORGONIAN ISIS HIPPURIS
I. Alat
1. Alat pemotong
2. Timbangan 
3. Tabung erlenmeyer
4. Kertas saring
5. Filter flask (corong penyaring)
6. Rotary evaporator
7. Conical funel (tempat sampel)
II. Bahan
1. Gorgonian Isis hippuris
2. Metanol 
3. Etanol 96%
4. Pelet (pakan hewan uji)
III. Cara Mengektraksi Gorgonian Isis hippuris
1. Memotong   sampel  kering  gorgonian  Isis  hippuris menjadi 
potongan yang kecil-kecil.
2. Merendam potongan tersebut  dengan pelarut  metanol  selama 24 
jam, kemudian disaring dengan kertas saring.
LAMPIRAN 2
PENENTUAN DOSIS
• Nilai  IC50 crude  extract Gorgonian  Isis  hippuris   terhadap  sel  kanker 
leukemia (L-1210 cell line) : 8 mg/L = 8 μg/mL
• Massa jenis sel dianggap setara dengan massa jenis air : 1 g/mL, sehingga 
1 mL = 1 gram
• Berat badan mencit : 20 gram, sehingga dosis untuk tiap ekor mencit
= 20 g x 8 μg/g
= 160 μg
• Untuk  memudahkan  pembuatan  ekstrak  dosis  disesuaikan  menjadi 
150μg/ekor (EED = 0,15 mg/ekor).
• Untuk  standar  keamanan,  maka  dosis  ditingkatkan  10  dan  100x  EED 
(1,5mg/ekor dan 15mg/ekor).
LAMPIRAN 3
PROSEDUR PEMBUATAN PREPARAT HISTOLOGI
I. Pengambilan Jaringan
Mengambil jaringan dengan pisau tajam secepatnya setelah tikus dibunuh 
(kurang dari 2 jam) dengan ukuran 1x1x1 cm3.
II. Fiksasi
Merendam jaringan dalam formalin 10 % selama  jam.
III. Dehidrasi 
Mengeluarkan air dari jaringan, dengan cara:
1. Merendam jaringan dalam alkohol 30 % masing-masing selama 
20 menit dalam 3 botol yang berbeda.
2. Merendam jaringan dalam alkohol 40 % selama 1 jam.
3. Merendam jaringan dalam alkohol 50 % selama 1 jam.
4. Merendam jaringan dalam alkohol 60 % selama 1 jam.
5. Merendam jaringan dalam alkohol 70 % selama 1 jam.
6. Merendam jaringan dalam alkohol 80 % selama 1 jam.
7. Merendam jaringan dalam alkohol 90 % selama 1 jam.
8. Merendam jaringan dalam alkohol 96 % selama 1 jam.
IV. Clearing (Penjernihan)
Memasukkan jaringan yang telah didehidrasi ke dalam larutan penjernih 
(clearing agent) agar parafin cair mudah masuk ke dalam jaringan, dengan 
cara:
1. Jaringan yang telah dipotong diambil dengan jarum dan diletakkan 
dalam  air  hangat  (40-45ºC)  dalam  water  bath  agar  irisan 
mengembang.
2. Mengambil jaringan dengan object glass yang sudah diberi perekat 
dengan gliserin albumin (1:1).
3. Mengeringkan object glass dan jaringan.
4. Dapat ditambahkan timol pada preparat setelah ditutup dengan deck 
glass untuk mencegah pembusukan egg albumin dan jamur.
V. Staining (Pewarnaan)
1. Meletakkan preparat dalam staining yard.
2. Parafin yang ada dalam irisan jaringan dihilangkan (deparafinisasi).
3. Slide jaringan dimasukkan dalam :
• Xylol I selama 10 menit
• Xylol II selama 10 menit
• Xylol III selama 10 menit
4. Selanjutnya rehidrasi dengan :
• Xylol Alkohol (alkohol 96% + xylol) selama 5 menit
• Alkohol 80% - 70% - 60% - 50% - 40% - 30% masing-masing 
dicelup.
• Air
5. Melakukan pengecatan dengan Hematoxyllin :
a. Merendam dalam larutan Hematoxyllin selama 10 menit.
b. Membilas dengan aquadest.
c. Membilas dengan acid alkohol (alkohol + NaCl 90%)
d. Menuang  ke  dalam  staining  yard dan  segera  kembalikan  ke 
tempat semula berturut-turut deretan alkohol 50% sampai alkohol 
96%.
6. Melakukan pengecatan dengan Eosin :
a. Merendam dengan larutan Eosin selama 6 menit.
b. Membilas dengan alkohol 96% A.
c. Membilas dengan alkohol 96% B.
d. Merendam dalam alkohol-xylol.
e. Mengeringkan preparat dalam kertas saring, jaga jaringan supaya 
kering di udara.
f. Membersihkan object glass dengan kapas alkohol.
g. Merendam dalam Xylol I.
h. Merendam dalam Xylol II.
i. Menetesi dengan balsam canada.
VI. Mounting  
Menutup preparat dengan deck glass.
Sumber  :  Metode  Pembuatan  Preparat  Histologi,  Laboratorium  Histologi  FK 
UNDIP.
LAMPIRAN 4
KRITERIA PENILAIAN INDEKS HISTOPATOLOGI HEPAR
(Modifikasi Sistem Knodell Score (HAI) )
Degenerasi Skor Inti Piknotik Skor Inti Karioreksis Skor Inti Kariolisis Skor
0% 0 0% 0 0% 0 0% 0
<25% 1 <25% 1 <25% 1 <25% 1
25 – <50% 2 25 – <50% 2 25 – <50% 2 25 – <50% 2
50 – <75% 3 50 – <75% 3 50 – <75% 3 50 – <75% 3
75 – 100% 4 75 – 100% 4 75 – 100% 4 75 – 100% 4
Indeks histopatologi hepar = total skor/16
LAMPIRAN 5
GAMBARAN HISTOPATOLOGI HEPAR MENCIT SWISS
Kelompok C0 Kelompok Cneg
Kelompok P1 Kelompok P2
Kelompok P3
Gambaran Histopatologi Hepar
Keterangan:
• Panah putih menunjukkan sel hepar normal
• Panah hitam menunjukkan degenerasi
• Panah biru menunjukkan inti piknotik
• Panah hijau menunjukkan karioreksis
LAMPIRAN 6
HASIL ANALISIS SPSS 15.0
Case Processing Summary
 kelompok
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
index C0 9 100,0% 0 ,0% 9 100,0%
Cneg 9 100,0% 0 ,0% 9 100,0%
P1 10 100,0% 0 ,0% 10 100,0%
P2 10 100,0% 0 ,0% 10 100,0%
P3 10 100,0% 0 ,0% 10 100,0%
Descriptives
Report
index 
kelompok Mean Std. Deviation Median Minimum Maximum
C0 ,0700 ,02179 ,0600 ,04 ,11
Cneg ,0789 ,01453 ,0800 ,06 ,11
P1 ,0870 ,02058 ,0800 ,05 ,13
P2 ,0920 ,01751 ,0950 ,05 ,11
P3 ,0900 ,02906 ,0900 ,04 ,14
Total ,0840 ,02200 ,0800 ,04 ,14
 kelompok
Percentiles
5 10 25 50 75 90 95
Weighted 
Average(Definitio
n 1)
index C0 ,0400 ,0400 ,0550 ,0600 ,0850 . .
Cneg ,0600 ,0600 ,0700 ,0800 ,0800 . .
P1 ,0500 ,0530 ,0800 ,0800 ,1000 ,1270 .
P2 ,0500 ,0530 ,0875 ,0950 ,1025 ,1100 .
P3 ,0400 ,0410 ,0725 ,0900 ,1100 ,1370 .
Tukey's Hinges index C0   ,0600 ,0600 ,0800   
Cneg   ,0800 ,0800 ,0800   
P1   ,0800 ,0800 ,1000   
P2   ,0900 ,0950 ,1000   
P3   ,0800 ,0900 ,1100   
Tests of Normality
 kelompok
Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
index C0 ,232 9 ,176 ,949 9 ,676
Cneg ,358 9 ,001 ,764 9 ,008
P1 ,267 10 ,042 ,883 10 ,140
P2 ,255 10 ,065 ,837 10 ,041
P3 ,200 10 ,200(*) ,945 10 ,615
*  This is a lower bound of the true significance.
a  Lilliefors Significance Correction
kelompok
P3P2P1CnegC0
in
de
x
0.14
0.12
0.10
0.08
0.06
0.04
18
12
13
33
NPar Tests
Kruskal-Wallis Test
Ranks
 kelompok N Mean Rank
index C0 9 16,11
Cneg 9 19,50
P1 10 25,20
P2 10 31,45
P3 10 28,90
Total 48  
Test Statistics(a,b)
 index
Chi-Square 8,188
df 4
Asymp. Sig. ,085
a  Kruskal Wallis Test
b  Grouping Variable: kelompok
